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摘  要  R P-HPLC分离三七粉提取液, 并鉴定含有 R b1、Rg1、R e、R 1等皂甙成分。以蓝斑背肛海兔 (No tarcus
leachii cirro sus S timp son, N LCS)为分析模型, 三七粉提取液为诱导剂,选用蛋白质组技术研究 N LCS神经连索
诱导前后所表达的差异蛋白质。通过优化双向凝胶电泳分离 NLCS神经连索全蛋白质组技术, 获得 496个蛋
白质斑点。采用肽指纹图谱技术和数据库检索比对法, 初步鉴定了 NLCS受三七粉提取液诱导前后, 其神经
连索表达 13个差异蛋白质,其中较高的匹配率蛋白质为肌动蛋白、3-羟酯酰辅酶 A脱氢酶、ATP结合转运子
和甲基转移酶 12。选用 LO Ctree软件对 13个差异蛋白质进行亚细胞定位, 认为它们在保护神经系统中发挥
重要的调节作用。
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1 引  言
三七 ( panax notog inseng)属于五加科植物。三七总皂苷 ( panax notog inseng sapon ins, PNS)是三七的














海兔神经系统约有 20 000个神经细胞,各神经节分离, 由神经连索连通。海兔神经细胞体积较大
便于分析。多数海兔品种的中枢神经系统 ( CNS)均由口腔神经节 ( buccal gang lion, BG )、大脑神经节
( cerebral gang lion, CG )、胸膜与足部神经节 ( pleura-l peda l gang lion, PLG /PDG )、腹神经节 ( abdom ina lgan-
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双向电泳仪和 DYCZ-24B型垂直电泳槽 (北京六一仪器厂 ); REFLEX型 MALDI-TOF质谱仪 (德国
BRUKER公司 ) ;真空浓缩离心机 ( Labconco );载体两性电解质 ( Am ersham ) pH 5~ 8;胰蛋白酶 ( P rom ega
公司 ); A-氰-4-羟肉桂酸 (H CCA,美国 ICN生物医学公司 ); 碘乙酰胺 ( S igm a公司 );丙烯酰胺、甲叉丙烯




B radford法分析,上样量为 80~ 150 Lg。
2. 3 三七提取液皂甙成分的鉴定
用超纯水制成每毫升含人参皂甙 Rg1、Rb1、Re各 0. 4 m g, 0. 1 mg三七皂甙 R1混合溶液,作为标准
品。取三七粉末 0. 6 g,加入 50 mL乙醇, 放置过夜, 置 80 e 水浴上保持微沸至乙醇挥发干净,再加入
50 mL超纯水溶解样品。按照文献 [ 7]的 H PLC方法鉴定三七提取液成分。
2. 4 双向电泳
具体操作参见 Am ersham a电泳操作手册,并根据实验要求稍加改进。灌制 150 mm @ 0. 7 mm的柱
状胶条 ( 1. 10 g超纯尿素, 394 LL双蒸水, 400 LL 10% NP-40, 266 LL单体储液, 100 LL载体两性电解
质, 2 LL TEMED, 2 LL 10% APS)。预电泳电压遵循: ( 1) 200 V, 15 m in; ( 2) 300 V, 30 m in; ( 3)
400 V, 60 m in。预电泳结束后,加入样品,整个过程达到 10 000 V# h后, 结束电泳。平衡第一向胶条
15 m in(平衡液: 50 mm ol /L Tris-H C l ( pH = 8. 8)、6 m o l/L尿素、30%甘油、2% SDS、1% DTT)。第二向
SDS-PAGE (T = 12% ),先以 10 mA /板 电泳 30 m in,再以 25 mA /板的稳流进行,待溴酚蓝前沿到达凝胶
底端时, 停止电泳。
2. 5 银染和胶的保存
按照文献 [ 8]的方法进行银染,利用图像扫描仪采集图像, Investigator HTDatebase软件进行图像分
析,之后用保鲜膜将 SDS胶封好, 4 e 冰箱保存,用于肽指纹分析。
2. 6 蛋白质的原位酶解和肽指纹鉴定
使用无污染的解剖刀挖取蛋白差异点胶块, 置于 500 LL离心管中,参照文献 [ 9]的方法进行酶解
和肽片断的提取。样品使用质谱仪 ( N2激光波长 337 nm )进行分析, 采用反射模式, 离子源加速电压 1
为 20 kV , 加速电压 2为 23 kV ,脉冲 3 ns, 离子延迟 2000 ns, 真空度 0. 0015 Pa, 获得肽质量指纹
图谱。
2. 7 数据库检索肽指纹和亚细胞定位
通过 M atrix sc ience Ltd网站提供的 MASCOT软件 ( http: / /www. m atrixscience. com /cgi /search_form.
pl FORMVER= 2 & SEARCH = PMF)进行数据库分析。检索到的差异蛋白借助 Loctree server的网站
( http: / /cub ic. b ioc. co lumb ia. edu /cg-i bin /var /nair/ loctree /query)进行亚细胞定位。
3 结果与讨论
3. 1 三七提取液的有效成分
三七含有多种活性成分,其中 PNS为主要有效成分, 而 Rg1、Re、Rb1及 R1又分别是 PNS的主要成
分之一。通过 RP-H PLC技术对标准品和三七提取液进行分离和比对,发现三七提取液部分色谱峰的保
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图 1 皂甙标准品 ( a)和三七提取液 ( b)的色谱图
F ig. 1 Chrom a tog ram s of standard sapon ins( a) and panax notog inseng powder ex tract( b)
3. 2 双向电泳分离 NLCS的神经连索蛋白质组
NLCS经三七提取液皂甙组分诱导后, 迅速分离神经连索。神经连索全蛋白质组的双向电泳图如
图 2所示。从图 2可看出, 神经连索蛋白质组分布主要集中在 pH 5. 0~ 8. 0范围之间。从整个图谱来
看,经过软件分析有 496个蛋白质斑点,且斑点之间清晰可分, 适合于选用蛋白质组分析软件对图 2A
和图 2B之间的差异蛋白质进行比较和筛选。经分析和比对, 发现有 13个差异表达的蛋白质斑点。
图 3显示了对照组和处理实验样品组之间的 13个差异斑点放大图,其中 2、7、8、11斑点为表达上调蛋白
   图 2 神经连索蛋白质组的双向电泳图谱
F ig. 2 2D-PAGE m aps of nervous connective pro teom e
a. 对照组 ( con trol); b. 三七组 ( Panax notogin seng)。









率 (分数超过 66)的蛋白质, 5
个蛋白质斑点匹配率较为理
想 (分数 50~ 65)的蛋白质,其
余归属于较低匹配率。较高
图 3 13个差异表达的蛋白放大图
F ig. 3 En la rged im ages o f 13 d iffe rentia l expression pro te ins
A. 对照组 ( control) ; B. 三七组 ( Panax notoginseng)。
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匹配率的蛋白质分别鉴定为肌动蛋白 ( NO. 2, Act in), 3-羟酯酰辅酶 A脱氢酶 ( NO. 13, 3-hydroxyacy-l
CoA dehydrogenase)、ATP结合转运子 ( NO. 5, ABC transporter related)和甲基转移酶 12( NO. 10, M ethy-l
transferase type 12)。
表 1 差异表达蛋白数据库检索结果















1 N-A cetylglu tam ate syn thase 44 42723 5. 22 25 g i| 26988080
2 A ct in 66 35392 5. 26 48 g i| 120564812
3 Pu tat ive tw itch ing m otil ity-lik e protein 62 45955 6. 87 33 Q5F5L4_NE IG1
4 Phosph ate butyryltran sferase 42 35313 6. 16 20 Q3B3Z5 _PELLD
5 ABC transporter related 68 61845 7. 68 27 g i| 89205044
6
Pred icted Adenos ine tr iph osphate( NAD )-dependen t
form ate d ehydrogen ase
53 44314 5. 03 41 g i| 45644622
7
Probab le adenosin e triphosphate ( ATP )-dependen t
DNA h elicase
53 68270 8. 50 21 C71367
8 M ethyltrans ferase 50 35980 6. 21 25 g i| 59711628
9 N icotin ate phosphoribosyltransferase 55 45392 6. 84 33 g i| 15837699
10 M ethyltrans ferase type 12 78 29393 4. 67 46 g i| 119880039
11 A ct in-l ike ATPase 43 36493 8. 38 31 g i| 147679134
12 Pu tat ive acetyltran sferase 48 32470 10. 51 52 Q5YU 67_NOCFA
13 3-H ydroxyacy-l CoA d ehydrogen ase 79 25511 6. 33 56 Q1XS01 _CYTJO
 
  肌动蛋白是构成微丝的主要成分,通过遗传学分析发现, 存在 B-肌动蛋白基因突变,就会导致大脑
出现像肌张力异常等与遗传性神经性疾病有关的神经组织的损害, B-肌动蛋白变异是神经系统疾病的
共同的原因。神经再生是一个相当复杂的过程,与生长因子、肽类和细胞骨架蛋白的上调等有关。生长
















海默病 ( AD)的线粒体毒性归因于这种酶和 B-淀粉肽
[ 16]
。发现在 AD患者的脑内酶含量上升,这种酶




















AD典型病理表现 AB淀粉样蛋白的形成和 tau蛋白的磷酸化均与神经元细胞 DNA甲基化相关, 并且是
由 DNA甲基转移酶介导的。组蛋白甲基化引起的转录抑制在亨廷顿氏舞蹈病 (H D)的致病机制上起重
要作用。有研究指出诱导 DNA脱甲基化可能与其降低 DNA甲基转移酶 1mRNA表达有关。许多文献
报道人参皂甙可延缓衰老,对一些神经退行性疾病有保护作用,其机制之一可能是通过降低甲基转移酶




点 (如细胞核、线粒体、细胞质等 )才能参与正常的生命活动, 因此对差异蛋白质进行亚细胞定位, 对理
解和阐明差异蛋白质组的生理功能信息更加科学可信。借助 Loctree server的网站 ( http: / /cubic. b ioc.
co lum b ia. edu /cg-i b in /var/na ir / loctree /query )提供的 LOC tree分析软件,对已鉴定的 13个差异蛋白质进




T able 2 Subcellu la r lo ca liza tion o f d ifferentia l
expression pro teins
亚细胞定位
Sub cellu lar local ization
蛋白质斑点
Spots
细胞质 Cytop lasm ic 2, 6, 8, 9, 10, 11
线粒体 M itochondrial 1, 3, 5, 13
细胞器 Organellar 4
细胞核 Nu clear 12
DNA结合 DNA B ind ing 7
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D ifferential Proteins ofPanax Notoginseng Powder Inducem ent
Identified and Analyzed w ith Proteom ic Techniques
in Neural Connective of Aplysia
FENG L -i Jian1, HUANG L in1, 3, ZHUO H u-i Q in1, 2, HUANG H e-Q ing* 1, 2, 3
( 1The K ey Laboratory of M inis try of Education for Cell B iology and Tumor Cell Eng ineering, School of L ife Sciences;
2The K ey Labora tory of Chem ical B iology of Fujian Province, S tate K ey Laboratory of Phy sical
Chem istry of Solid Surface Co llage; 3Chem istry& Chem ical Eng ineering, X iam en Univer sity, X iam en 361005)
Abstract Extract o fPanax N otog inseng pow er w as separated and its saponins com ponent conta in ing Rb1,
Rg1, R e, R1 etc. w as further identified by RP-H PLC approach synchronously. U sing an analyticalm ode l o f
Ap ly sia (N otarcus leachii cirrosus S timp son, NLCS) and a revulsant o fPanax notoginseng pow er, d ifferent ia l
pro teins of neural connective betw een control aplysia and experim enta l one w ere revealed by pro teom ic tech-
n iques in NLCS. W ho le proteins of neura l connective in ap lysia w ere optim a lly separated by two-dim ensiona l
po lyacry lam ide gel electrophoresis ( 2D-PAGE ), ob taining approx im ate ly 496 prote in spots. Th irteen differen-
t ial proteins of the neural connective betw een control ap lysia and experim enta l one induced w ith Panax No tog-
inseng pow er w ere com pared and identified by peptide m ass f ingerpr inting ( PM F) and databases searches,
respective ly. These d ifferen tial proteins w ith h igh sco res w ere prim arily indicated to be A ctin, 3-hydroxyacy-l
CoA dehydrogenase, ABC transporter re lated, and m ethyltransferase type 12. In addition, these d ifferent ia l
pro teins vest further in its subcellu lar loca lizat ion by LOC tree softw are.
Keywords Panax notog inseng, saponins, differential pro te in, separat ion, ident ification, proteom ics
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